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摘  要  缺血性心肌损伤的分子病理机制一直备受国际关注。该文应用 C57BL/6 品系的野生型(WT)
小鼠、极低密度脂蛋白(Very Low Density Lipoprotein，VLDL)受体基因敲除(VLDLR-KO)小鼠、心脏

特异性转基因(VLDLR-TG)小鼠，通过在体及离体实验研究 VLDL 受体对小鼠缺血性心肌损伤的影

响，构建生物分子网络研究 VLDL 受体发挥生物学功能的关键分子及其关键信号通路。通过生物网络

的功能模块计算，发现了 VLDL 受体→MAPKs、AKT、NF-κB 信号通路→心肌损伤病理表型的因果关

联性，阐明了 VLDL 受体影响缺血性心肌损伤的分子机制。
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Abstract  The molecular mechanism of ischemic myocardial injury is still a hot topic in the international 
academic circles. In this paper, C57BL/6 wild type (WT) mouse strains, very low density lipoprotein (VLDL) 
receptor knockout (VLDLR-KO) mice and VLDL receptor transgenic (VLDLR-TG) mice, were selected to 
investigate on the effect of VLDL receptor on myocardial ischemic injury in vivo and in vitro. Key molecular 
signaling pathways were found based on the biomolecular network analyses. A causal relationship between 
VLDL receptor→MAPKs, AKT, NF-κB signaling pathway and the pathological phenotype of myocardial 
infarction, was identified by computational analysis of functional modules across biological networks, to 
illustrate the effect of VLDL receptor molecular mechanism in myocardial ischemic injury. 
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1 引  言 

  随着人口老龄化的加剧，心血管疾病已经成

为威胁人类生命的“头号杀手”。缺血性心肌病

亦即冠心病，是一种常见的心血管疾病，是由于

冠状动脉粥样硬化引起管腔狭窄，因此造成心肌

供血供氧障碍而引起的心脏病。在临床上，缺血

性心肌病特别是急性期，病人的死亡率及存活病

人心力衰竭的发病率仍然居高不下。缺血性心肌

病严重危害着患者的身体健康，对患者乃至其家

庭和社会的伤害很大。

  一切组织、器官正常的机能、代谢和形态结

构的维持，必须有充分的、与代谢相适应的血液

灌注。如果血液灌流量绝对或相对不足，均可引

起相应组织、器官不同程度的机能、代谢紊乱和

结构损害，即缺血性损伤[1]。不同组织、器官对

缺血的耐受性不同，甚至有相当大的差异，但这

种变化如果发生在重要器官(如心脏)，将会给机

体带来严重影响。心肌缺血性损伤(Myocardial 
Ischemic Injury)是由于多种原因引起的冠状动脉

管腔狭窄或阻塞而导致，以冠状动脉粥样硬化最

常见[2]。

  缺血导致心肌发生细胞水平的损伤及器官

水平的功能障碍。目前国内外的研究表明，缺

血引起心肌细胞氧化应激，表现在细胞内活性

氧(ROS)增多、线粒体呼吸链受损[3,4]；同时

也引起心肌细胞内质网应激出现 [5,6]，导致细

胞凋亡[7-9]及自噬[10,11]，严重时引起细胞坏死，

即心肌梗死。缺血引起心肌组织严重的炎症反

应，表现在炎细胞浸润，包括巨噬细胞、中性

粒细胞及 T 细胞等，同时炎细胞及心肌细胞释

放多种炎症因子，包括 IL-1β、IL-6、IL-10、
TNF-α、MCP-1 等[12,13]。这些病理学的改变使

心肌细胞出现可逆或不可逆的损伤，对心功能

造成极为不利的影响。

  一直以来，缺血性心肌损伤的分子病理机

制备受国际关注，国内外研究已经发现了许多分

子和信号通路参与了其中的发生、发展[14-19] 。

相关的机理涉及多种受体分子(如腺苷受体、α1 
受体、AngⅡ 受体和 M2 受体等)[20]，各种跨膜

信号转导机制(如受体-抑制性 G 蛋白-腺苷环化

酶系统、受体-磷脂酶 C-蛋白激酶 C 系统、NO-
cGMP 信号转导系统)[21,22]，多种信号通路(如 
MAPKs、AKT、NF-κB)[23,24]，同时还包括各种

内源性保护蛋白(如热休克蛋白、金属硫蛋白、

氧自由基清除系统)[25]。然而，缺血性心肌损伤

是个复杂的病理过程，这些被发现的分子并不

能彻底地诠释它的病理表现，其中的许多机制

还有待探讨。极低密度脂蛋白(Very Low Density 
Lipoprotein，VLDL)受体是低密度脂蛋白受体超

基因家族的一员，能以高亲和力结合含有 apoE 
的脂蛋白，是机体细胞摄取血液中富含甘油三脂

的 VLDL 的主要受体，并与低密度脂蛋白受体

在结构上极其相似。这两种受体均含有 5 个功能

域：(1)具有含半胱氨酸的数个重复序列；(2) 
EFG 同源域；(3)丝氨酸和苏氨酸富集区，此

区域是受体细胞外紧接胞膜的部分，被认为是

以 O－O 碳水化合物簇的部位；(4)跨膜部分；

(5)胞内域，含有一个包被陷窝的靶信号[26]。

1992 年，Lijima 等[27]成功地克隆了兔 VLDL 受
体的 cDNA，阐明了其氨基酸序列及功能域，并

基于对家兔内各组织 VLDL 受体结构及功能的研

究成果，将 VLDL 受体分为两型：Ⅰ 型为含有 
O-Link 糖链结合域，主要分布于骨骼肌、心肌、

脂肪等组织中；Ⅱ 型则不含有糖链结合域，主要

分布于脂肪、脾脏、肾脏等非肌组织中。Ⅰ 型受

体比 Ⅱ 型受体难降解，结合 VLDL 的能力也更

强。因此，推测 Ⅰ 型 VLDL 受体在摄取甘油三

酯中发挥了更大作用。

  现阶段存在的问题是：国内外研究并未充分

阐明 VLDL 受体的生物学功能。多数研究注重于 
VLDL 受体与能量代谢、脂类代谢的关系，即便



集  成  技  术 2018 年                   74

如此，VLDL 受体在能量代谢中的分子作用也未

明确定义。关于 VLDL 受体的其他生物学功能研

究很有限，而这些有限的研究却表明 VLDL 受体

不只是参与脂质代谢那么简单，它在细胞增殖、

细胞凋亡、血管新生，甚至炎症反应[28-31]中发挥

了调控作用。同时，关于 VLDL 受体发挥生物学

功能的分子机理也有待明确。有研究表明，它对 
AKT 信号通路具有抑制作用[30]。VLDL 受体在

心血管疾病中的作用更是少有研究，而且多局限

在内皮细胞和血管平滑肌细胞[29,30]。但这些不多

的研究却提示 VLDL 受体与心血管疾病的发生、

发展密切相关[31]。关于 VLDL 受体在心肌病理损

伤中的作用，目前仅检索到 1 篇发表在 Journal 
of Clinical Investigation 期刊上的成果。该文对 
VLDL 受体在心肌凋亡中的作用进行研究，但关

于心肌损伤的其他表型及其中的分子机理，文中

并未深入探讨[32]。本文结合生物信息学和生物医

学实验的方法和技术，通过开展实验验证，旨在

研究并阐明 VLDL 受体对小鼠缺血性心肌损伤的

影响及其中的分子机制。

2 实验方案

2.1 实验动物分组与模型的建立

  实验动物包括：野生型(Wild Type，WT)小
鼠、极低密度脂蛋白受体基因敲除(VLDLR-KO)小

鼠及心脏特异性转基因(VLDLR-TG)小鼠。选择体

重在 24～26 g、8 周龄的雄性小鼠为实验对象，建

立缺血性心肌损伤小鼠模型，进行观察和研究。

  具体实验分为假手术(S h a m)组和缺血

(Ischemia)手术组两组。其中，两个实验组均包

括 WT 小鼠、VLDLR-KO 小鼠及 VLDLR-TG 小
鼠各 50 只。

  对于缺血(Ischemia)手术组，首先，小鼠戊

巴比妥钠腹腔注射麻醉，左侧胸部备皮，消毒手

术区域，插管连接小动物呼吸机，沿第 3～4 肋

间水平切开皮肤，依次分离肌肉及软组织，暴露

心脏，于肺动脉圆锥与左心耳之间距主动脉根

部 1 mm 处结扎前降支 30 min，观察缝线下方区

域变白，局部心肌运动减弱。然后，逐层缝合胸

壁，待恢复自主呼吸后拔出通气导管。最后，待

动物清醒后送回饲养室，自由进食和饮水。而假

手术(Sham)组只在前降支处穿过一条短丝线，

不作结扎，其他步骤同缺血(Ischemia)手术组(即

模型组)。

  无菌操作取出 1～3 天乳鼠心脏，D-Hanks 
液冲洗，剪碎心室，用 0.06% II 型胶原酶和 25% 
胰酶分次消化，离心收集细胞后用含 15% 胎牛

血清的 DMEM/F12 培养液悬浮分散细胞，接

种于 100 mm 培养皿中，37℃、5% CO2 差时贴

壁 1.5 h。上清接种到明胶包被的 6 孔板中，以 
α-actinin 染色鉴定心肌细胞纯度。

  取原代培养至第 4 天的细胞，用磷酸盐缓冲

液(PBS)洗涤细胞 2～3 次，然后换成无血清的

培养基，并放至 37℃、5% CO2、95% N2 密闭的

缺氧装置中培养 16 h，以此体外模拟细胞缺血缺

氧状态。

2.2 缺血缺氧引起心肌损伤反应指标的检测

  基于已经建成的缺血性心肌损伤小鼠模型和

体外细胞缺血缺氧模型，对分组的动物进行相关

指标的检测，主要包括炎症反应、细胞坏死、凋

亡和自噬的检测。相比于传统的检测指标，我们

重点关注缺血缺氧引起的心肌细胞的死亡途径，

包括细胞凋亡、细胞坏死和自噬。具体检测流程

如下：

  采用氧化应激指标检测试剂盒进行相应检

测。具体地，用 Fe3＋ 还原法测定血浆 T-AOC，
采用 Fenton 反应及 Gress 显色原理测定细胞内活

性氧(ROS)，黄嘌呤氧化酶法测定超氧化物歧

化酶(SOD)，硫代巴比妥酸法(TBA)测定丙二醛

(MDA)含量，硝酸还原酶法测定一氧化氮(NO)。

  应用实时聚合酶链反应(Real-time PCR)与蛋
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白质印迹(Western blot)检测组织及细胞中内质网

应激标志分子 GRP78、Chop、Atf6、Bip、XBP-
1 的表达水平；同时应用 Western blot 检测组织及

细胞中 PERK 及 c-jun 的磷酸化水平。

2.2.1 炎症反应的检测

  (1)心肌组织炎症反应的检测

  ①炎性细胞的浸润：检测缺血区巨噬细胞、

中性粒细胞及 T 细胞的数量。各组心肌组织的冰

冻切片用 Mac3、CD45、CD4、CD8 及 7/4 抗体

进行免疫组化染色，计数每组染色阳性细胞数。

  ②炎症因子检测：目前，心肌细胞代表性

炎症因子有 IL-1β、IL-6、IL-10、TNF-α、MCP-
1。通过提取组织总 RNA 和蛋白质，应用 Real-
time PCR 与 Western blot 可测定这些炎症因子的

表达。

  (2)心肌细胞炎症反应检测

  采用酶联免疫吸附测定(ELISA)和 Real-time 
PCR 检测培养上清及心肌细胞炎症因子 IL-1β、
IL-6、IL-10、TNF-α、MCP-1 的表达。

2.2.2 细胞坏死、凋亡和自噬的检测

  采用  Roche 公司的  In  s i tu  Cel l  Death 
Detection(POD)试剂盒检测各组凋亡细胞，同

时采用 Western bolt 检测凋亡相关分子 Bcl2、
Bax、Bad、Bcl-xl、cIAP、FLIP 及 caspase8/
cleaved caspase8、caspase9/cleaved caspase9、
caspase3/cleaved caspase3 等蛋白表达水平；采用 
PI(Propidium Iodide)染色检测细胞的坏死；电镜

下观察细胞内的自噬体，同时用 Western bolt 检
测 LC3Ⅱ、LC3Ⅰ 的表达水平。

3 结果与分析

3.1 VLDL 受体对缺血性心肌损伤的影响途径

   研究

  本文通过在体实验结合离体实验研究 VLDL 
受体对缺血性心肌损伤的影响。

  在体实验中，通过采用 C57 品系的野生型小

鼠、VLDLR 基因敲除小鼠及心脏特异性 VLDLR 
转基因小鼠(均以 C57 为背景建立)，建立左冠状

动脉结扎诱导的小鼠心肌缺血动物模型，研究假

手术组(Sham)与手术组(Ischemia)之间，以及野

生型组与基因敲除组及转基因组之间在心肌损伤

方面的差异。

  离体实验中，分离以上 3 种乳鼠的心肌细

胞，通过正常培养或缺血缺氧培养，以比较正常

培养组与缺血缺氧培养组之间，以及野生型组与

基因敲除组及转基因组的心肌细胞之间在心肌损

伤方面的差异。

  具体指标有：

  (1)氧化应激：测定血浆总抗氧化能力

(T-AOC)，测定组织及细胞内活性氧(ROS)、超

氧化物歧化酶(SOD)、丙二醛(MDA)及一氧化

氮(NO)含量。

  (2)内质网应激：检测组织及细胞中 PERK、

Bip、XBP-1、Chop、Atf6 及 c-jun 等的表达水平。

  (3)炎症：检测心肌组织中炎症细胞的浸

润，包括巨噬细胞、中性粒细胞及 T 细胞的浸

润；检测组织及细胞中 IL-6、IL-10、IL-1β、
TNF-α、MCP-1 的表达。

  (4)细 胞 坏 死 ： 测 定 血 浆 谷 草 转 氨 酶

(GOT)、肌酸激酶(CK)、乳酸脱氢酶(LDH)的

水平；检测心肌组织的坏死面积及细胞实验中细

胞坏死的程度。

  (5)细胞凋亡：检测在体及离体实验中凋

亡细胞的数量；检测组织及细胞中凋亡相关

分子 Bcl2、Bax、Bad、Bcl-xl、cIAP、FLIP
及 caspase8/cleaved caspase8、caspase9/cleaved 
caspase9、caspase3/cleaved caspase3 等的表达。

  (6)细胞自噬：检测自噬体的形成及自噬相

关分子 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ 的比值。

  具体研究内容如下：

  (1) 缺血缺氧诱导心肌细胞 VLDL 受体的
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表达

  乳鼠心肌细胞缺血缺氧培养 16 h 后，采用 
Western blot 检测 VLDL 受体蛋白水平，结果如

图 1 所示。图 1 结果表明，缺血缺氧能诱导心肌

细胞 VLDL 受体的表达。
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注：GAPDH 为甘油醛-3-磷酸脱氢酶，同图 4 
图 1 缺血缺氧引起心肌细胞 VLDL 受体(VLDLR)表达增强

Fig. 1 Increased expression of VLDL receptor (VLDLR) in 

myocardial cells induced by ischemia and hypoxia

  (2) VLDL 受体缺失保护缺血缺氧引起的心

肌坏死和凋亡

  在小鼠接受心肌 Ischemia 手术组中，术后 
3 天分别采用苏木精-伊红(Hematoxylin-Eosin，
HE)染色法检测组织坏死程度、 TUNEL 染色检

测细胞凋亡水平，结果如图 2 所示。图 2 结果表

明，VLDL 受体缺失保护缺血缺氧引起的心肌坏

死和凋亡。

  (3) VLDL 受体缺失抑制缺血缺氧引起的心

肌组织 IL-1β 和 TNF-α 的表达

  在小鼠接受心肌 Ischemia 手术组中，术后 3 
天采用免疫组化染色检测 CD3 和 CD45 阳性细胞

的组织侵润；乳鼠心肌细胞缺血缺氧培养 16 h 后
用 ELISA 检测培养上清液中 IL-1β 和 TNF-α 的水

图 2 VLDL 受体缺失保护缺血缺氧引起的心肌坏死和凋亡

Fig. 2 VLDL receptor deletion protects against myocardial necrosis and apoptosis induced by ischemia and hypoxia

注：# 为与野生型对照组相比 P＜0.05；* 为与野生型缺血组相比 P＜0.01

图 3 VLDL 受体缺失抑制缺血缺氧引起的心肌组织炎症反应

Fig. 3 VLDL receptor deletion inhibits inflammation of myocardial tissue induced by ischemia and hypoxia
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平，结果如图 3 所示。结果表明，VLDL 受体缺

失抑制缺血缺氧引起的心肌组织 IL-1β 和 TNF-α 
的表达。

  (4) VLDL 受体缺失抑制缺血缺氧引起的 
p-AKT 水平下调

  乳鼠心肌细胞缺血缺氧培养  1 6  h  后用 
Western blot 检测 p-AKT 蛋白水平，结果如图 4 
所示。结果表明，VLDL 受体缺失抑制缺血缺氧

引起 p-AKT 水平下调。
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图 4 VLDL 受体缺失缓解缺血缺氧引起的 p-AKT 水平下调

Fig. 4 VLDL receptor deletion reduces p-AKT levels 

induced by ischemia and hypoxia

  通过以上在体实验结合离体实验的检测发

现：缺血缺氧可以诱导心肌细胞 VLDL 受体的表

达；而 VLDL 受体缺失不但可以保护缺血缺氧引

起的心肌坏死和凋亡，还可以抑制缺血缺氧引起

的心肌组织 IL-1β 和 TNF-α 的表达，及可以抑制

缺血缺氧引起的 p-AKT 水平下调。

3.2 VLDL 受体影响缺血性心肌损伤的分子机

   制的讨论

  为了使本研究具有系统性和全面性，我们首

先开展高通量芯片实验，然后进行生物信息学分

析，最后对实验结果开展生物医学实验验证。即

生物学实验结合生物信息学分析的研究思路，通

过构建生物分子网络探讨 VLDL 受体影响缺血性

心肌损伤的分子机制，包括关键分子与关键信号

通路两个方面。具体如下：

  我们对芯片原始数据进行标准化处理，消

除背景噪音，去除同一实验的不同芯片之间的

实验误差。具体地，采用 RMA 算法进行背景

校正，采用 Quantile 算法进行数据标准化，采

用 Pmonly 算法进行 PM(Perfect Match)探针校

正，采用 Medianpolish 算法进行表达值的评估。

数据标准化后采用 Limma 进行差异表达分析，

以 P＜0.01 为筛选条件，筛选差异表达基因。选

取 FDR(False Discovery Rate)＜0.05 的差异表达

基因，以蛋白互作数据、转录调控数据、翻译后

修饰数据、生物信号通路数据为背景信息，应用 
Cytoscape 建立以 VLDL 受体为核心分子的生物

分子网络。

3.2.1 VLDL 受体发挥生物学功能的关键分子研究

  生物信息学技术发现关键分子：本文采用

高通量的基因芯片实验，发现 VLDL 受体影响

哪些基因的表达，即获得心肌损伤情况下 VLDL 
受体影响的差异表达基因数据集。采用 Broad 
Institute of MIT and Harvard 开发的 GSEA 算
法进行分析。具体是以 GO(Gene Ontology)、
TFT(Transcription Factor Targets)、KEGG、

Biocarta 数据库为信息背景，以  nominal P_
value＜0.05 为筛选条件，分别进行生物学过程

(Biological Process)、转录因子、信号通路的功

能富集分析。

  本文发现关键分子的过程包括：(1)对差

异表达基因以  GO 数据库和  TFT 数据库为分

析背景，进行功能富集分析，发现属于各生物

学过程的重要分子及表达调控的转录因子；

(2)以蛋白互作数据、转录调控数据、翻译后

修饰数据为信息建立分子网络，基于图论原理

(Graphic Theory)发现网络的拓扑关系及关键节

点分子。分析生物网络的拓扑学参数，包括度

(Degree)、聚类系数(Clustering Coefficient)、介

数(Betweenness)、紧密度(Closeness)、同配性系

数(Assortativity Coefficient)综合评价分子节点在

网络中的作用权重，发现 VLDL 受体为网络中发

挥生物学功能的关键分子。

  另外，本文还通过生物医学实验进一步验
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证了关键分子：检测缺血缺氧状态下，上述发

现的关键分子分别在培养的 C57、VLDLR-KO 
及 VLDLR-TG 乳鼠心肌细胞中的表达水平，确

定 VLDL 受体对上述发现的关键分子是否具有

影响；同时，对关键分子也进行基因敲除(如 
siRNA 转染)或基因过表达(如腺病毒转染)实

验，检测关键分子是否影响缺血性心肌损伤的各

种病理表型(前部分提到的氧化应激、炎症、凋

亡、自噬等)；最后，综合结果确定 VLDL 受体

→分子→心肌损伤病理表型的因果关联性。

3.2.2 VLDL 受体发挥生物学功能的关键信号通路

研究

  (1)基于芯片结果发现关键信号通路

  基于生物信息学技术发现关键信号通路：以 
KEGG 和 Biocarta 数据库为分析背景，对心肌损

伤情况下 VLDL 受体影响的差异表达基因数据

集进行功能富集分析，计算显著被抑制及显著被

激活的信号通路。同时，检测缺血缺氧状态下，

VLDL 受体是否对上述关键信号通路及其中的分

子存在影响；另外对关键信号通路或其中的分子

进行抑制或激活，检测关键信号通路是否影响缺

血性心肌损伤的病理表型；最后，综合结果分析 
VLDL 受体→信号通路→心肌损伤病理表型的因

果关联性。

  (2)研究 VLDL 受体对常见的信号通路的影响

  功能模块是生物网络中连接紧密的子网络，

其紧密度可以用模块度(Modularity，Q)来衡量，

它是该子网络中已有的连接数与子网络中可能的

最大连接数的比值。计算公式为：

 

其中，m 为子网络中已有的连接数；n 为子网络

中节点的个数。本文取 Q 值大于 0.6 进行功能模

块分析。

  传统以单个和少数几个基因或蛋白的研究方

法有很大的局限性。本文采用生物网络的功能

模块计算分析，从整体水平上进行研究，发现

了 MAPKs(ERK、p38、JNK)、AKT、NF-κB 信
号通路在缺血性心肌损伤的发生、发展中起到

重要作用，VLDL 受体抑制 AKT 信号通路，然

而关于它对 AKT 及其他信号通路在心肌组织中

的影响未见研究。本文检测了缺血缺氧状态下，

VLDL 受体是否影响这些信号通路；同时，对 
MAPKs、AKT、NF-κB 信号通路进行抑制或激

活，检测它们是否影响缺血性心肌损伤的病理表

型；最后，综合各种结果分析并明确了 VLDL 受
体→MAPKs、AKT、NF-κB 信号通路→心肌损

伤病理表型的因果关联性。

4 结  论

  本文应用  C57BL/6 品系的野生型小鼠、

VLDL 受体基因敲除小鼠和心脏特异性转基因小

鼠，通过在体与离体实验系统研究了 VLDL 受体

对小鼠缺血性心肌损伤的影响。另外，检测了缺

血缺氧状态下，VLDL 受体对这些信号通路的影

响；同时，对 MAPKs、AKT、NF-κB 信号通路

进行抑制或激活，观察它们对缺血性心肌损伤的

病理表型的影响；最后，综合实验结果分析并明

确了 VLDL 受体→MAPKs、AKT、NF-κB 信号

通路→心肌损伤病理表型的因果关联性，阐明了 
VLDL 受体影响缺血性心肌损伤的分子机制。
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